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Liste des abréviations :

Ac : anticorps

Al : allo-immunisation

Atcd : antécédent

AGH : antiglobuline humaine

DP1 : Dosage pondéral en un temps

DP2 : Dosage pondéral en deux temps
EFS : Etablissement francaise du sang
Hb : Hémoglobine

IRM : imagerie par résonance magnétique
MoM : Multiple de la médiane

MIU : mort in utéro

PVP : PolyVinylPyrolidone

RAI : Recherche d’agglutinines irrégulieres
SA : semaines d’aménorrhée

TIA : test indirect a I’antiglobuline

TIU : transfusion in utéro

VPP : valeur prédictive positive

VPN : valeur prédictive négative

VSM : vitesse systolique maximale



Résumeé :

Objectif : Définir un seuil d’anticorps maternels a risque d’anémie fcetale sévere chez des

patientes suivies pour allo-immunisation anti-RH1.

Matériel et méthode : Nous avons réalisé une étude rétrospective chez les patientes suivies
pour allo-immunisation anti-RH1 au CHRU de Lille. Deux groupes ont été formés, le pre-
mier « anémie sévére » correspondant aux patientes ayant recu une ou plusieurs transfu-
sions in utéro (TIU) et celles ayant été déclenchées avant 37 SA pour suspicion d’anémie
foetale sévére. Le deuxieme groupe « absence d’anémie sévere » correspondait aux pa-
tientes allo-immunisées sans intervention pendant la grossesse en lien avec lallo-
immunisation. Les taux d’anticorps maternels anti-RH1 durant la grossesse et avant trans-
fusion ont été recueillis et comparés dans les deux groupes. Les sensibilités, spécificités,
valeurs prédictives positives et négatives pour le dépistage de I'anémie foetale sévére ont

été calculées pour les seuils de 0,7 et 1 pg/ml.

Résultats : Entre 2000 et 2018, 207 patientes ont été inclues, 135 dans le groupe anémie
sévere, et 72 dans le groupe absence d’anémie sévére. La multiparité, 'antécédent d’allo-
immunisation (mort in utéro, TIU) ainsi que la présence d’anticorps associés a I'anti-RH1
étaient des facteurs de risque d’anémie séveére. Les taux d’anticorps dans le groupe ané-
mie séveére étaient significativement supérieurs a chaque trimestre. La médiane des do-
sages d’anticorps avant la premiére TIU ou déclenchement dans le groupe anémie sévére
était significativement plus élevé que le dosage maximal pendant la grossesse dans le
groupe absence d’anémie sévére. Aucune anémie sévere n’était observée pour un titre
inférieur a 16. Pour un seuil de 0.7 pg/ml on retrouvait une sensibilité a 98,21 %, avec
30,18% de faux positifs et une spécificité a 28 %. Toutes les anémies sévéres étaient dé-
pistées au second trimestre, deux cas d’anémie sévere n’étaient pas détectés au troisieme
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trimestre. Pour un seuil de 1 yg/ml, la sensibilité était moindre a 95,54% avec 5 cas

d’anémie sévére non détectés.

Conclusion : Le seuil de 0,7 pg/ml pour le dosage pondéral et le titrage a 16 permettent de
cibler les patientes nécessitant une surveillance par une équipe expérimentée en cas
d’allo-immunisation anti-RH1. En cas de discordance entre le titrage et le dosage pondé-

ral, ou d’anticorps associés a I'anti RH1, la surveillance doit étre accrue.



Introduction :

L’allo-immunisation anti-érythrocytaire anti-RH1 est secondaire chez la femme de
rhésus RH1 négatif, a la synthése d’anticorps de type IgG anti-RH1 en réponse au pas-

sage transplacentaire d’hématies foetales RH1 positif dans la circulation maternelle (1).

Bien que sa fréquence ait diminué grace a I'introduction de la prophylaxie chez les
patientes RH1 négatives dans les années 1970 et la mise en place d’'une prévention sys-
tématique a 28 SA en France en 2005, l'allo-immunisation anti-RH1 reste la premiére
cause d’anémie foetale sévere et de maladie hémolytique du nouveau-né. Elle concerne
une femme enceinte RH1 négative sur 100 (2). Sa fréquence est estimée a une patiente
pour 1000 et concerne environ 730 patientes par an en France (1,3,4). Les conséquences
peuvent étre graves, a type d’anasarque, de Iésions neurologiques fcetales hypoxiques

voire de mort foetale ou néonatale (5).

Le diagnostic de I'allo-immunisation se fait grace a la recherche d'agglutinines irré-
guliéres (RAI) dés le premier trimestre de grossesse. En cas de résultat positif, le titrage
des anticorps et le dosage pondéral sont réalisés. La recherche d’agglutinines irrégu-
lieres est le premier moyen de surveillance des allo-immunisations et leur positivité dé-
clenche la mise en place de la surveillance échographique. Les seuils a partir desquels
une surveillance échographique est proposée sont variables d’'une équipe a l'autre et en
fonction du type d’anticorps. Selon les études, le titrage seuil varie de 16 a 64 et le dosage
seuil de 0,8 a 3 pg/ml (4 Ul/ml a 15 Ul/ml) (6—14). Dans notre centre, les patientes sont
surveillées régulierement par échographie a partir d’'un titrage supérieur ou égal a 16 et/ou

d'un taux supérieur ou égal a 0,7 pg/ml (3,5 Ul/ml).



L'objectif principal de cette étude est de définir un seuil d'anticorps maternels a
risque d'anémie foetale sévere justifiant une prise en charge dans un centre spécialisé

dans l'allo-immunisation anti-RH1.

Matériel et Méthodes :

Nous avons réalisé une étude rétrospective, uni centrique a I'hépital Jeanne de
Flandre au CHU de Lille, incluant toutes les patientes présentant une allo-immunisation
anti-RH1, du 1er janvier 2000 au 31 décembre 2018. Le comité d’éthique de recherche en
gynécologie et obstétrique a donné son approbation pour cette étude (CEROG OBS 2012-

02-04).

Les patientes suivies a Jeanne de Flandre ayant des RAI positives pendant la
grossesse ont été recherchées grace au registre de I'établissement francgais du sang (EFS)
de Lille. Nous avons exclu les patientes ayant des RAI positives passives suite a une
injection d’immunoglobulines anti-RH1 (Rhophylac), un fcetus de rhésus RH1 négatif a la

naissance, ou une allo-immunisation pour un anticorps autre que 'anti-RH1.

Les patientes présentant des résultats positifs de RAI bénéficiaient d’'une surveil-
lance biologique mensuelle puis tous les 15 jours a partir de la 20°™ semaine
d’aménorrhée (SA) et ce, jusque la premiére transfusion ou I'accouchement. Le titrage et
le dosage pondéral des anticorps étaient réalisés par le laboratoire de 'EFS Hauts de

France Normandie, site de Lille.

Le titrage des anticorps était réalisé par un test indirect a I'antiglobuline (TIA) vis-a-

vis d’hématies natives en solution saline 0.15 M et en technique en tube. Le plasma ou le



sérum était dilué selon une progression géométrique de raison 2, les hématies tests
étaient préparées en suspension a 2% en solution saline et correspondaient a un mélange
fabriqué a partir de 3 concentrés de globules rouges de phénotype RH :1,2,3,4,5 (R1R2
nomenclature de Fisher Race). Aprés incubation 45 a 60 minutes a 37°C, 3 lavages en
eau physiologique étaient opérés avant ajout d’'une antiglobuline humaine (AGH) anti-IgG
et lecture visuelle. Le titre de I'anticorps correspondait a l'inverse de la plus forte dilution
de I'’échantillon pour laquelle une réaction d’agglutination restait encore visible a I'ceil nu,
dépendant ainsi de la concentration de I'anticorps mais aussi de son affinité. Le titrage
d’'un échantillon « n » était effectué avec reprise en paralléle de I'échantillon « n-1 » si le
laboratoire en disposait, I'interprétation tenait compte du comparatif des résultats entre les

échantillons « n » et « n-1 » notamment pour juger de I'évolution de(s) I'anticorps.

Le dosage pondéral des anticorps était réalisé par une méthode d’hémagglutination
en flux continu en présence de broméline et de PolyVinylPyrolidone (PVP) sur un semi-
automate de la société Skalar. Cet examen permettait de mesurer la quantité totale d'anti-
corps anti-RH exprimée en poids (ug/ml) présent dans I'échantillon biologique. Les anti-
corps étaient quantifiables par l'intermédiaire des complexes immuns qu'ils formaient avec
les antigénes répartis sur la membrane des hématies RH positives. L'intensité d'agglutina-
tion variait de fagon proportionnelle avec la concentration de I'anticorps a l'intérieur d'une
zone étroite de concentrations. Des dilutions successives étaient donc nécessaires pour
amener la solution d'anticorps a doser a l'intérieur de cette zone.

L'activité de I'anticorps anti-RH (ou de ses dilutions) était déterminée par comparaison de
la quantité nécessaire pour produire I'agglutination d'hématies RH positives pour I'antigéne
cible, a la quantité d'un étalon anti-RH de concentration connue (NIBSC code 01/572).

Une suspension d'hématies de phénotype RH:1,2,3,4,5 (R1R2) et une solution de macro-

molécules (PVP) étaient introduites en continu dans le circuit de I'auto analyseur. Des dilu-



tions de I'étalon anti-RH de référence étaient introduites en discontinu en alternance avec
les dilutions sélectionnées des solutions d'anticorps a doser. Les résultats étaient rendus

en 2 variantes : dosage pondéral 2 temps et dosage pondéral 1 temps.

Pour le dosage dit en « 2 temps » :
Les hématies étaient préalablement traitées par la broméline hors circuit, par incubation
V/V 15 minutes a 37°C (bromeline SIGMA réf B4882 a 1.5 U/ml), puis débarrassées de
I'enzyme par lavages et mises en suspension a 10% en milieu salin additionné de 6% de
sérum AB et 12% d’albumine bovine polymérisée. Puis, la suspension d’hématies brome-
linées et le PVP (PVP a 1p1000 P/V réf P360 SIGMA) étaient introduits dans le circuit. Par
cette variante, les immunoglobulines de sous classe IgG1 et IgG3 étaient dosées.

Pour le dosage dit en « 1 temps » :
Les hématies étaient préparées « natives » en suspension a 20% en solution saline et fi-
coll (Ficoll a 5 p 1000 P/V réf F4375 Sigma). Dans cette variante, une solution de bromé-
line (Bromeline SIGMA réf B4882 a 3U/ml) était introduite dans le circuit réactionnel en
continu avec les hématies et le PVP. Les immunoglobulines de sous classe IgG3 étaient

sensibles a la broméline, les anticorps de sous classe IgG1 étaient majoritairement dosés.

Lorsque le taux d’anticorps atteignait ou dépassait un titrage a 16 et un dosage
pondéral a 0,7 pg/ml (3,5 Ul/ml) une surveillance hebdomadaire était mise en place avec
une échographie et un monitoring fcetal en fonction de I'dge gestationnel. Le diagnostic
d’anémie fcetale sévere était posé devant une mesure échographique de vitesse
systolique maximale de I'artére cérébrale moyenne (VSM) supérieure a 1,55 MoM (15,16),
la visualisation en échographie de signes d’anasarque (ascite, épanchements pleuraux ou
péricardique, hydramnios, cedéme sous cutané...) ou avant 2005 par une amniocentese

retrouvant un index optique a 450 nm (10450) du liquide amniotique en zone IIl du
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diagramme de Liley.

Lorsqu’'une anémie fecetale sévere était diagnostiquée avant 33 SA une transfu-
sion in utéro était réalisée chez ces patientes. Les modalités du geste étaient décrites pré-
cédemment (17,18). Le volume de sang a transfuser était déterminé par une formule te-
nant compte du poids feetal estimé, du taux d’hémoglobine foetal initial et cible (18). Une
IRM cérébrale feetale était réalisée a 32 SA, en cas de TIU multiples, d’hémoglobine fce-
tale initiale inférieure a 5 g/dl ou d’anasarque. Les RAI n’étaient plus dosées aprés TIU, et
la surveillance était uniquement échographique. Entre 33 et 34 SA, une TIU ou I'induction
de la naissance étaient discutées avec les pédiatres en cas de suspicion d’anémie sévere.
Apres 34 SA, un déclenchement était initié lorsqu’'une anémie séveére était diagnostiquée.
Depuis 2009, un clampage tardif du cordon a la naissance était systématiquement réalisé

(19). La prise en charge néonatale était réalisée comme décrite précédemment (20).

Deux groupes de patientes ont été formés :

- Le premier « anémie sévére » regroupant les patientes ayant regu une ou plusieurs
transfusion in utéro (TIU) durant la grossesse ainsi que les patientes ayant été
déclenchées ou césarisées avant 37 SA pour suspicion d'anémie foetale sévere.

- Le deuxiéme groupe « absence d’anémie sévére » regroupant les patientes allo-
immunisées sans intervention (transfusion in utéro ou naissance) en lien avec l'allo-

immunisation pendant la grossesse.

Pour chaque dossier ont été recueillis les caractéristiques maternelles et les
antécédents d'allo-immunisation, les titrages et dosages des anticorps pendant la
grossesse, le nombre de TIU et leurs caractéristiques, et I'état néonatal.

Nous avons recueilli les taux d’anticorps (titrage, dosage en un temps, dosage en deux

temps) au premier trimestre (entre 10 et 15 SA), au deuxiéme trimestre (entre 20 et 25
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SA), au troisiéme trimestre (aprés 28 SA) et avant I'accouchement. Pour les patientes
ayant regu une ou plusieurs TIU le taux d’anticorps réalisé dans les 48 heures avant la
premiére transfusion était également recueilli.

Ces taux d’anticorps ont été comparés entre les deux groupes pour chaque trimestre.
Nous avons également comparé les taux d’anticorps avant la premiére TIU ou avant le
déclenchement de I'accouchement pour anémie sévére avec le taux d’anticorps le plus
élevé durant la grossesse du groupe absence d’anémie pour définir un seuil a risque. Les
sensibilités, spécificités, valeurs prédictives positives et valeurs prédictives négatives ont

été calculées pour les seuils d’anticorps les plus souvent étudiés dans la littérature (0,7 et

1 pg/ml).

Concernant les analyses statistiques, les variables quantitatives ont été décrites par
la moyenne et I'écart-type ou par la médiane et I'étendue interquartile en cas de
distribution non-gaussienne. La normalité des distributions a été évaluée graphiquement a
I'aide d'histogrammes et par le test de Shapiro-Wilk. Les variables qualitatives ont été dé-
crites par les effectifs et pourcentages de chaque modalité. Les analyses bivariées ont été
réalisées a l'aide du test t de Student (ou U de Mann-Whitney en cas d’écart a la
normalité) pour les variables quantitatives, ou a l'aide du test du Chi-deux (ou du test
exact de Fisher en cas d'effectif théorique<5) pour les variables qualitatives. Les
performances des tests diagnostiques pour les régles de reclassement et les seuils de la
littérature ont été exprimées en sensibilité, spécificité, valeurs prédictives positives et
négatives. Les tests statistiques ont tous été effectués avec un risque de premiére espece
bilatéral de 5%. Les analyses statistiques ont été effectuées a 'aide du logiciel SAS (SAS

Institute Inc Cary, NC 25513, version 9.4).
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Résultats :

Entre 2000 et 2018, 338 patientes présentaient des résultats positifs de RAIL. Nous
avons exclu 87 patientes (figure 1). 251 patientes (74,3%) présentaient un anti-RH : I'anti-
RH1 était présent comme anticorps principal chez 207 patientes (82,4%).

Ces 207 patientes avec allo-immunisation anti-RH1 ont été inclues dans I'étude. 109
patientes avaient un anti-RH1 associé a d’autres anticorps (52,7%), et 98 un anti-RH1

isolé (47,3%).

72 patientes (34,8%) étaient dans le groupe absence d’anémie sévere et 135
patientes (65,2%) dans le groupe anémie sévére. 105 patientes (51%) ont bénéficié d’'une
ou plusieurs TIU, et 131 patientes (63,3%) d’'une naissance induite avant 37 SA pour
suspicion d’anémie sévere dont 30 patientes sans TIU pendant la grossesse (14%)

(Figure 1).

13



Figure 1 : Diagramme de flux

338 patientes avec RAI positives
Entre janvier 2000 et décembre 2018

87 patientes exclues :

- 20 RAI positives passives

v

251 patientes anti-RH

- 27 foetus RH négatifs
-29 anti-Kell
- 11 anti MNS1, Lul, JKA

23 patientes anti-RH3 (39,2 %)

v

21 patientes anti-RH4 (8,4 %)

98 anti-RH1 isolés

207 anti-RH1 inclues (82,4%)
109 anti-RH1 associés

135 anémie sévere (65.2 %)
-105TIU (51 %)

-131 déclenchements avant
37 SA (63.3%)

72 absence d’anémie
sévere (34.8 %)
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Les patientes étaient agées de 31 ans en moyenne (Tableau 1). On observait une
parité plus élevée (2 vs 1, p=0,023) et plus d’antécédents d’allo-immunisation dans le
groupe anémie sévere (62,9% vs 44,4% p= 0,0125) avec plus d’antécédent de transfusion
in utéro (21,4% vs 9,7% p=0,033) et plus d’antécédent de mort in utéro (11,1% vs 0%
p=0,0033). L’anticorps anti-RH1 étaient plus souvent associé a un ou plusieurs autres

types d’anticorps dans le groupe anémie sévere (60,0% vs 38,9% p=0,0033).

Tableau 1 : Caractéristiques des patientes avec allo-immunisation anti-RH1

Total n=207 Absence Anémie sévere p

d’anémie sévéere n=135

n=72
Age 31+/-5,6 30,4 +/-5,8 31,2 +/-5,4 0,31
Gestité 3(2;4) 3(2;4) 3(2;4) 0,41
Parité 2(1;3) 1(1,3) 2(1;3) 0,0023
Antécédent d’Al 117 (56,5%) 32 (44,4%) 85 (62,9%) 0,0125
- Nombre d’Al 1(1;2) 1(1;2) 1(1;2) 0,114
- AtcddeTIU 36 (17,4%) 7 (9,7%) 29 (21,4%) 0,033
- Atcd de MIU 15 (7,2%) 0 (0%) 15 (11,1 %) 0,003
- Atcd de déces périnatal 7 (3,4 %) 2 (2,8%) 5(3,7%) NA
Ac principal RH1 associé aun 109 (52,7%) 28 (38,9%) 81 (60,0%) 0,0033

ou plusieurs autre type

Al : allo-immunisation ; Atcd : antécédent ; TIU : transfusion in utéro ; MIU : mort in utéro ; Ac: anticorps; NA: non

applicable ; p significatif si <0,05.

Parmi les 105 patientes du groupe anémie sévére ayant bénéficié de TIU, le
nombre moyen de TIU était de 2,28 +/- 1,22, 2 (1 ;3). 38 patientes avaient regu une seule
TIU (36,2%), 67 patientes deux ou plus. L’age gestationnel moyen a la premiére TIU était

de 27 SA +/- 4,3. L’hémoglobine moyenne a la premiére transfusion était de 6,74 g/dl +/-
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2,54. Quatorze patientes (6,7%) présentaient une anasarque en échographie lors du dia-
gnostic d’anémie sévére. Des anomalies cérébrales étaient diagnostiquées en IRM feetale
chez 6 patientes (5,7%), 'une d’entre elles bénéficiait d’'une interruption médicale de gros-
sesse devant un diagnostic de porencéphalie sylvienne. Les 5 autres présentaient des
|ésions cérébrales hémorragiques ou ischémiques. Chez ces 6 patientes 'hémoglobine de
départ avant la premiére TIU était inférieure a 4 g/dl, et elles avaient regu plus de deux

TIU.

Les termes et poids de naissance étaient significativement plus bas dans le groupe
anémie séveére (p<0,0001) et un score d’Apgar inférieur a 7 a 5 minutes était plus fré-
gquemment constaté dans ce groupe (8,4% vs 1,4% p=0,047). L’hémoglobine moyenne a
la naissance était de 11,7 g/dl dans le groupe anémie sévére (vs 15,3 g/dl dans le groupe
absence d’anémie sévére, p<0,0001). Les nouveaux nés du groupe anémie sévere étaient
plus souvent transférés en soins intensifs ou réanimation néonatale (86 % vs 25,8%
p<0,0001) avec une durée moyenne d’hospitalisation de 9 jours et demi (contre 4 jours
dans le groupe absence d’anémie sévere, p<0,0001). lls recevaient plus de transfusions
(59,3% vs 31,4% p=0,0002), d’exsanguino-transfusions (39,3% vs 10,1% p<0,0001) et de

photothérapie intensive (82,6% vs 57,6% p=0,0004), (Tableau 2).

Le taux de survie dans la population totale des allo-immunisations était de 94,7%,
et de 91,8% dans la population anémie sévere. 8 morts in utéro en lien avec I'allo-
immunisation étaient constatées (3,8%), 5 dans les suites d’'une transfusion in utéro et 3
au cours du suivi échographique. Une interruption médicale de grossesse était réalisée et

2 déces survenaient en période néonatale.
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Tableau 2 : Issue néonatale

Total Absence d’anémie Anémie sévere p
N=198 sévere N=126
N=72
Terme de naissance 35,7+/-2,5 38,3+/-1,5 34,3 +/-1,8 <0,0001
Poids de naissance (g) 2542 +/- 3035 +/- 579 2264 +/- 436 <0,0001
616
Apgar<7 3 5 min 11(5,8%)  1(1,4%) 10 (8,4%) 0,047
pH<7,10 10 (5,7%) 5 (7,9%) 5 (4,5 %) 0,49
Hb a la naissance 13,1+/-3,9 15,3+/-3,5 11,7 +/- 3,6 <0,0001
Hb avec clampage tar- 12,5 +/-4 17,0 +/- 2,3 13,1 +/-3,6
dif (n=69)
Hb sans clampage tar- 14,1 +/-3,7 14,8 +/-3,6 10,6 +/- 3,1
dif (n=123)
Transfert en réa/Sl 121 (64%) 17 (25,8%) 104 (86%) <0,0001
Nb de jours 8(6;16) 4(2;7) 9,5(6;19) <0,0001
Examen neurologique 2 (1,7%) 1(1,5%) 1(1,9%) NA
anormal
Transfusion 92 (48,4%) 22 (31,4%) 70 (59,3%) 0,0002
Nb 1(1;2) 1(1;2) 1(1;2) 0,31
Exsanguino-transfusion 53 (28,5%) 7 (10,1%) 46 (39,3%) <0,0001
Nb 1(1;1) 1(1;1) 1(1;1)
Photothérapie 133 (73,5%) 38 (57,6%) 95 (82,6%) 0,0004
intensive
Nb de jours 2(1;4) 2(1;4) 2(1;4) 0,47
Bilirubinémie maxi- 193,1+/-86 173,5+/-77 218,3+/-91,8 0,0022

male (umol/L)

Hb : hémoglobine ; réa/SI : réanimation/soins intensifs ; Nb : nombre ; NA : non applicable ; p significatif si <0,05
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Concernant la biologie, les anti-RH1 étaient significativement plus élevés a chaque

trimestre dans le groupe anémie sévére, avec des titrages moyens allant de 4 a 32 dans le

groupe absence d’anémie sévere et de 64 a 128 dans le groupe anémie séveére. Les do-

sages moyens étaient également significativement plus élevés, allant de 0,29 a 1,33 ug/mli

(1,45 a 6,65 Ul/ml) dans le groupe absence d’anémie sévére contre 2,30 a 4,26 ug/ml

(11,5 a 21,3 Ul/ml) en fonction de I'dge gestationnel dans le groupe anémie sévere (Ta-

bleau 3).

Tableau 3 : Biologie anti-RH1

Total Absence Anémie sévére p
d’anémie
sévere

1°" Trimestre N = 121 (58%) 42 (58%) 79 (58%)

(<15SA) Titrage 16 (4;128) 4(2;32) 64 (8 ;128) 0,0034
DP 1 (ug/ml) 1,37 (0,25; 3,27) 0,29 (0,10; 1,40) 2,38(0,79;4,81) 0,0080
DP 1 (Ul/ml) 6.75(1.25; 16.35 1.45(0.50; 7) 11.9(3.95, 24.05)
DP 2 (ug/ml) 1,60 (0,26 ; 3,78) 0,34 (0,09;1,30) 2,38(0,92;5,08) 0,0083
DP 2 (Ul/ml) 8(1.3,18.9) 1.7 (0.45; 6.5) 11.9(4.6; 25.4)

2°™ Trimestre N= 184 (88%) 57 (79%) 127 (93%)

(20-25 SA) Titrage 32 (16;128) 16 (8; 32) 64 (32 ;256) <0,0001
DP 1 (ug/ml) 1,45 (0,53;3,39) 0,58 (0,20;1,30) 2,30(0,86;4,76) 0,0039
DP1 (Ul/ml) 7,25 (2,65, 16,95) 2,9(1,6,5) 11,5(4,3; 23,8)
DP 2 (ug/ml) 1,70 (0,58 ; 4,32) 0,61(0,28;1,34) 2,79(1,15;5,42) 0,0043
DP2 (Ul/ml) 85(2,9,21,6) 3,05(1,4,6,7) 13,95 (5,75,27,1)

3%Me trimestre  N= 152 (73%) 69 (96%) 83 (61%)

(>28 SA) Titrage 64 (32;128) 32 (16 ;64) 128 (64 ;256) <0,0001
DP 1 (ug/ml) 1,90 (0,84 ;6,12) 1,02 (0,33;2,24) 3,92 (1,17 ;9,80) <0,0001
DP1 (Ul/ml) 9,5(4,2, 30,6) 5,1(1,65,;11,2) 19,6 (5,85 ;49)
DP 2 (ug/ml) 2,24 (1,13;6,87) 1,33 (0,47 ;2,40) 4,26 (1,63 ;9,07) <0,0001
DP2 (Ul/ml) 11,2 (5,65 ,;34,35) 6,65 (2,35,12) 21,3 (8,15, 45,35)

DP1 : Dosage pondéral en un temps, DP 2 : dosage pondéral en deux temps, p significatif si <0,05.
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Dans le groupe anémie séveére, le dosage d’anticorps moyen avant la premiére TIU
ou avant déclenchement était significativement plus élevé a 4.58 ug/ml (2.54 ; 12.02) en
un temps et a 4.64 ug/ml (2.93 ; 12.11) en deux temps que le dosage maximal pendant la
grossesse dans le groupe absence d’anémie sévere (1.55 ug/ml (0.40 ; 3.06) en un temps
et 1.67 pg/ml (0.57 ; 5.38) en deux temps, p< 0.0001).

Parmi les patientes ayant bénéficié d’'une TIU, on observait un titrage moyen avant TIU, de
128 (64 ; 256) et des dosages moyens a 4.29 ug/ml (2.58 ; 12.04) en un temps, et 4.51
pg/ml (2.93 ; 12.05) en deux temps, tous trimestres confondus. Au deuxiéme trimestre, les
dosages moyens avant TIU étaient de 4.29 ug/ml (2.58 ; 2.91) en un temps et 4.15 ug/ml
(3.15;11.47) en deux temps, avec un titrage moyen a 256 (64 ;256) et au troisieme tri-
mestre de 4.20 ug/ml (2.49;12.39) en un temps et 5.24 ug/ml (2.54 ; 12.39) en deux

temps avec un titrage moyen a 128 (64 ;256).

Au deuxieme comme au troisieme trimestre, aucun titrage n’était inférieur a 16
avant TIU. Aucune transfusion n’a donc été réalisée pour des titres inférieurs a 16. Con-
cernant les dosages pondéraux, au deuxiéme trimestre, aucune transfusion n’a été réali-
sée pour des taux inférieurs a 0,7 pg/ml (3,5 Ul/ml) et méme inférieurs a 1 pug/ml (5Ul/ml)
quand l'anticorps anti-RH1 était isolé. Au troisieme trimestre, deux patientes ont bénéficié
d’'une TIU pour des dosages faibles : la premiére patiente a 0,42 pg/ml (2,1 Ul/ml) en un
temps et a 0,66 pg/ml (3,3 Ul/ml) en deux temps était dans le groupe RH1 seul mais avait
un titre élevé a 64. La deuxiéme patiente avait un anti-RH1 associé, et des dosages a
0,48 ug/ml (2,4 Ul/ml) en un temps et 0,49 ug/ml (2,45 Ul/ml) en deux temps avant TIU

(Tableau 4).
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Tableau 4 : Taux d’anticorps avant TIU

Anti-RH1 seuls

Anti-RH1 associés

(n=45) (n=60)

Min Médiane Max Min Médiane Max
geme Titrage 16 128 (64;256) 512 32 256(128;512) 2048
trimestre DP1(ng/ml) 103 3,02 (2,49;6,30) 17,7 0,76 5,55(2,73;12,39) 130,8
DP1(U/ml) 515  1515(12,45,31,5) 88,5 38  27,75(13,65;61,95) 654
DP2(ue/ml) 1 64 3,55(2,24:683) 18,0 0,74 6,33(3,28;12,47)  107,4

DP2 (Ul/ml)
82  17,75(11,2;34,15) 90 3,7 31,65 (16,4 ;62) 537,5
3éme Titrage 16  64(32;512) 512 32 128 (64;256) 512
trimestre DP1(ug/ml) 0,42 4,45 (1,64;12,40) 72,2 0,48 3,95(2,70;12,38) 53,6
DPL(UI/mI) 5 1 22 25(82;62) 361 2,05 19,75(13,5;61,9) 268
DP2(ue/ml) 666 5,85(1,63:13,20) 59,2 0,49 4,56(2,63;11,10) 42,0

DP2 (Ul/ml)
, 29,25 (8,15;66) 296 2,45 22,8(13,15;555) 210

DP1 : Dosage pondéral en 1 temps, DP2 : dosage pondéral en 2 temps, Min : minimum, Max : maximum

Le tableau 5 illustre les sensibilités, spécificités, VPP et VPN pour les valeurs seuils

d’anticorps les plus fréquemment citées dans la littérature.

Pour un seuil de 0.7 pg/ml (3,5 Ul/ml) la sensibilité était a 98,21 % pour le dosage en un

temps et 98,33% en deux temps. 2 cas d’anémie sévere n’étaient pas détectés par la bio-

logie avec ce seuil. Il y avait 30,18% de faux positifs (51/169) et une spécificité a 28 %.

Pour un seuil de 1 yg/ml (5 Ul/ml), la spécificité était un peu plus élevée a 38,57 % en un

temps et 31,43% en deux temps, mais la sensibilité était moindre a 95,54% en un temps

et 96,67% en deux temps, avec 5 cas d’anémie sévére non détectés par la biologie (Ta-

bleau 5).
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Tableau 5 : Sensibilités, spécificités, VPP et VPN des seuils fréquemment utilisés

Sensibilité Spécificité VPP VPN
Seuil DP1a 0,7 ug/ml  98,21% 28,57% 68,75% 90,91%
Seuil DP23 0,7 ug/ml  98,33% 27,14% 69,82% 90,48%
Seuil DP1 a1 pug/ml 95,54% 38,57% 71,33% 84,38%
Seuil DP2 a 1 pug/ml 96,67% 31,43% 70,73% 84,62%

DP1 : Dosage pondéral en 1 temps, DP2 : dosage pondéral en 2 temps, VPP : valeur prédictive positive, VPN : valeur

prédictive négative.

Dans notre population, le risque relatif de nécessiter une TIU pour un seuil

d‘anticorps a 0,7 ug/ml était de 1,67 (1 temps) et 1,93 (2 temps) au deuxiéme trimestre, et

de 2,78 (1 temps) et 2,28 (2 temps) au troisieme trimestre.
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Discussion

Notre étude rétrospective sur 207 patientes suivies pour allo-immunisation anti-RH1
entre 2000 et 2018 retrouve une sensibilité a 98,21% pour le dépistage de 'anémie fcetale
sévere avec le seuil de a 0.7 uyg/ml (3,5 Ul/ml) pour le dosage pondéral, sans cas
d’anémie foetale sévére non décelé au deuxiéme trimestre. Le titrage seuil est a 16, sans
TIU ou déclenchement en dessous de ce taux. Pour un seuil a 1 pg/ml, (5 Ul/ml) la

sensibilité est moindre avec 5 cas d’anémie foetale sévére non détectés par la biologie.

Notre critere de jugement principal était composite et regroupait les patientes ayant
bénéficié d’une ou plusieurs TIU et/ou d’'une induction de la naissance avant 37 SA pour
suspicion d’anémie fcetale sévére. Nous avons choisi une définition échographique de
'anémie sévere et n‘avons pas exclu les patientes pour lesquelles 'anémie sévére
(hémoglobine <0,65 MoM) n’était pas confirmée lors de la TIU ou la naissance car nous
souhaitions évaluer la pertinence d’un seuil d’anticorps dans la pratique. De plus, devant
la réalisation systématique d’'un clampage tardif du cordon dans notre centre depuis 2009
(19), le taux d’hémoglobine a la naissance n’était pas interprétable pour confirmer ou non
'anémie sévére chez le nouveau-né. Cette définition échographique de I'anémie sévere
nous a permis de réaliser I'étude dans les conditions cliniques habituelles, l'indication de
TIU ou déclenchement étant posée sur les données échographiques, selon nos pratiques
habituelles. Les récentes études de Walsh (7) et de Toly-Ndour (14) ont choisi un critéere
de jugement unique ne comprenant que les TIU, et ont comparé leurs taux d’anticorps
avant TIU aux anticorps des patientes allo-immunisées non transfusées. Nous avons
choisi d’inclure aussi les patientes déclenchées prématurément dans le groupe anémie
sévere. En effet, avant 34 SA ces patientes auraient bénéficié d’'une TIU et sont

considérées comme a haut risque d’anémie foetale sévere.
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Concernant le titrage seuil, nous n’avons observé aucune TIU ou déclenchement
pour des titrages supérieurs a 16. Cela concorde avec les données de la littérature qui ne
retrouvent aucun foetus atteint de maladie hémolytique du nouveau-né pour des titres su-
périeurs a 16 (6,13). Cependant, les titrages sont peu reproductibles, avec une variabilité
inter-opérateur pouvant s’étaler sur deux dilutions au sein du méme laboratoire (technique
manuelle) et une variabilité inter-laboratoire (en fonction des réactifs utilisés) pouvant
s’étaler sur trois dilutions et plus (21,22). Le dosage pondéral des anticorps doit étre privi-

légié devant I'imprécision et le défaut de reproductibilité du titrage.

Concernant le dosage pondéral seuil, il est généralement admis en cas d'allo-
immunisation anti-RH1 que le risque d'anémie foetale sévére chez les patientes présentant
des taux d'anticorps inférieurs a 1 ug/ml (5 Ul/ml) est négligeable (5,22,23). Dans la littéra-
ture, les seuils varient entre 0,8 ug/ml (4 Ul/ml) et 3 ug/ml (15 Ul/ml), mais les méthodolo-
gies sont différentes de notre étude.

Le seuil de 0,8 pg/ml (4 Ul/ml) a été décrit par Bowell et al. en 1982. lIs n'ont trouvé aucun
cas d'hémoglobine au cordon inférieure a 10 g/dl chez 78 nouveau-nés ayant des taux
d'anti-RH1 inférieurs a 0,8 ug/ml (4 Ul/ml) (11). Leur critere diagnostique d’anémie sévére
était clinique. (Hémoglobine au cordon inférieure a 10 g/dl, bilirubine au cordon supérieure
a 80 umol/l ou nécessité d’exsanguino-transfusion a la naissance). En 1992, Nicolaides et
al ne retrouvent aucun feetus anémié en dessous de 3 pg/ml (15 Ul/ml). L’anémie sévére
était définie par un déficit d’hémoglobine par rapport a 'hémoglobine attendue pour I'age
gestationnel supérieur a 3 g/dl lors de la cordocentése (9). Walsh et al en 2014, réévaluent
ce seuil a une valeur critique de 1,2 pg/ml (6 Ul/ml) (7). L'anémie sévére correspondait a
une hémoglobine foetale lors de la premiére TIU inférieure a 0,65 MoM. Dans ces trois
études, les auteurs ne précisent pas si I'anti-RH1 était seul ou associé ni a quel age gesta-

tionnel les TIU ont été réalisées (entre 17 et 34 SA). Pour ces trois études, 'anémie fcetale
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sévére était confirmée a la naissance ou lors de la TIU, contrairement a notre critére de
jugement qui était échographique.

Récemment, I'étude francaise de Toly-Ndour définit un seuil d’alerte a 1 pg/ml (5 Ul/ml)
(14). Leur critere de jugement était la réalisation d’une TIU, quel que soit I’'hnémoglobine
foetale de départ, se rapprochant de notre critere de jugement. Cependant les patientes
inclues présentaient des anti-RH1 isolés ou largement prédominant a l'identification (titre
des autres anticorps inférieur ou égal a 2), alors que notre population contenait 52%

d’anti-RH1 associés a d’autres anticorps.

L’objectif de ce travail était de définir un seuil d’anticorps avec une sensibilité se
rapprochant de 100 %, pour ne rater aucun cas d’anémie foetale sévere et cibler les pa-
tientes nécessitant une surveillance par une équipe expérimentée. Dans notre étude, le
seuil de 0,7 pg/ml (3,5 Ul/ml) permet une sensibilité a 98,21%, 'anémie feetale n’étant pas
décelée chez deux patientes. Cependant, au deuxiéme trimestre, tous les cas d’anémie
foetale sévére étaient diagnostiqués, aucune patiente n'a recu de TIU pour un seuil
d’anticorps inférieur a 0,7 ug/ml. Au troisiéme trimestre, deux patientes avaient des do-
sages d’anticorps trés faible avant la premiére TIU (inférieur a 0,7 pg/ml).

L’'une d’entre elle avait des dosages a 0,48 pg/ml (2,4 Ul/ml) en un temps, 0,49
pg/ml (2,45 Ul/ml) en deux temps, avec un titrage a 16 avant TIU. Le diagnostic d’anémie
sévere était posé en échographie devant des VSM en zone d’anémie sévere (entre 1,55 et
1,70 MoM), et un épanchement péricardique. Une TIU était réalisée a 33 SA, avec une
hémoglobine fcetale initiale a 10,8 g/dl, soit en zone d’anémie légere a modérée (0,80
MoM) (15). Cette TIU a probablement été réalisée un peu précocement mais était indiquée
sur données échographiques. Nous aurions pu exclure cette patiente si nous n’avions pris
en compte que les patientes avec anémie sévére objectivée. De plus, cette patiente pré-

sentait une allo-immunisation anti-RH1 associée a un anti-RH3 et anti-MNS1. Dans notre
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étude, on retrouve l'association d’autres anticorps a I'anti-RH1 comme facteur de risque
d’allo-immunisation séveére (60,3% vs 38,9% p=0,0033).
Les résultats sont similaires dans la littérature. Markham et al en 2015 retrouvent 3,65 fois
plus de risque d’anémie fcetale et néonatale sévere chez les patientes avec des anticorps
multiples que chez les femmes avec des anticorps anti-RH1 isolés (24). De méme, Spong
et al en 2001 (25), et Nordvall et al en 2009 (26) suggerent un effet synergique de la com-
binaison de plusieurs types d’anticorps, avec significativement plus de TIU, exsanguino-
transfusions et transfusions néonatales chez les patientes présentant des anticorps mul-
tiples. Walsh et al notent un taux plus élevé d'anasarque foetale en présence de plusieurs
anticorps (27) et récemment Phung et al montrent une diminution de 'hémoglobine fcetale
plus rapide aprés TIU en cas d’anti-RH1 associé a d’autres anticorps (28). Ces résultats
confirment que I'association de I'anti-RH1 a d’autres anticorps est un facteur de risque
important d’anémie foetale sévere. La cause exacte n’est pas connue mais deux explica-
tions peuvent étre avancées : un effet cumulatif des anticorps impliquant une hémolyse
accrue secondaire a la liaison des multiples anticorps a davantage de globules rouges
foetaux et une réponse immunitaire plus agressive chez les femmes développant plus d'un
anticorps. Ainsi, le seuil d’alerte pourrait étre abaissé chez les patientes avec association
d’anticorps a I'anti-RH1, surtout s'’il ne s’agit pas d’anticorps anti-Rhésus (absence de do-
sage pondéral pour ces anticorps).

La deuxiéme patiente avait des dosages avant TIU a 0,42 pg/ml (2,1 Ul/ml) en un
temps et 0,66 pg/ml (3,3 Ul/ml) en deux temps et un titrage en revanche élevé a 64.
L’hémoglobine foetale mesurée lors de la premiere TIU a 30 SA et 3 jours était a 8,9 g/dI
soit en zone d’anémie modérée a sévere (0,68 MoM). |l existait une différence entre le
dosage en un temps et deux temps durant toute la grossesse. Les anticorps IgG1 traver-
sent le placenta dés 13 semaines d’aménorrhée et sont détectables dans le sang du cor-

don ombilical a des taux égaux voire supérieurs a ceux du sérum maternel dés 20 se-
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maines d’aménorrhée. Les anticorps IgG3 traversent le placenta a un stade ultérieur et
n'atteignent le niveau de concentration maternelle qu'aprés 28 a 32 semaines
d’aménorrhée (15). Ainsi, le passage des IgG3 au troisiéme trimestre peut étre a l'origine
d'un effet cumulatif des anticorps amenant a I'aggravation de I'anémie au troisiéme tri-
mestre. Néanmoins, cette hypothése sur les IgG3 n’explique pas I'anémie sévére chez
cette patiente avec des dosages pondéraux faibles. Le titrage était a 64 témoignant d’une
affinité élevée des anticorps pour I'antigéne RH1. En effet, la technique de titrage valorise
les anticorps de haute affinité ayant un rendement de fixation élevé dans des conditions
physiologiques. A l'inverse elle sous évalue la concentration des anticorps de moyenne ou
basse affinité dont la défixation s’accentue a la suite des opérations de lavage et de con-
tact avec I'anti-globuline (22). Ainsi, une discordance importante entre le titrage et les do-
sages pondéraux, ainsi qu’'un dosage en deux temps supérieur au dosage en un temps au

troisiéme trimestre doivent nous amener a mettre en place une surveillance plus étroite.

Enfin, d’aprés Toly-Ndour le phénotype Rh du feetus pourrait également jouer un réle dans
la sévérité de 'anémie. Les données de leur étude suggérent que le phénotype R2 (R2=
DcE, connu pour étre le phénotype exprimant le plus d'antigene RH1 a la surface des cel-
lules) est associé a un risque plus élevé de développer une anémie indépendamment de
la concentration maternelle d’anti-RH1 (14). Cette hypothése n’est pas confirmée chez
cette patiente, avec un phénotype foetal a priori R1 (mais phénotype en double population
difficile a déterminer suite a la TIU). D'autres facteurs maternels et foetaux pourraient ex-
pliquer la discordance entre des concentrations maternelles faibles d’anti-RH1 et la sévéri-
té de I'anémie, en particulier les facteurs influencant la réponse immunitaire maternelle, le
transfert placentaire des anticorps maternels, [I'hémolyse foetale, la capacité
d’érythropoiése feetale compensatoire. Nous ne pouvons pas évaluer I'implication de ces

différents facteurs pour ces deux dossiers discordants.
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D’autres facteurs de risque d’anémie foetale sévere ont été identifiés dans notre
étude et dans la littérature : la parité, les antécédents d’allo-immunisation lors des gros-
sesses précédentes, notamment I'antécédent de TIU et de MIU. L'évaluation des antécé-
dents obstétricaux est un outil important pour prédire la sévérité de I'allo-immunisation
RH1. Les femmes enceintes allo-immunisées aux antécédents d’allo-immunisation sévére
doivent faire l'objet d'une surveillance foetale étroite en raison du risque plus élevé d'hémo-

lyse foetale et de nécessité de TIU plus précoce (29).

Les limites de cette étude sont son caractere rétrospectif ayant pu induire un biais
d’information et son caractére uni centrique induisant un biais de sélection de la population.
En effet, les patientes a haut risque sont transférées a I'hépital Jeanne de Flandre de toute
la région Hauts de France pour une prise en charge spécialisée d’allo-immunisations
séveres. Notre population contenait peu d’allo-immunisations avec absence d’anémie
sévere (34,6%), et beaucoup d’anémie foetale sévere (65,4%). Notre cohorte de patientes
est donc peu représentative des allo-immunisations anti-RH1 dans la population générale
qui comporte seulement 25% d’anémie foetale sévere (23). Il semblerait intéressant de
réaliser cette analyse en incluant les allo-immunisations anti-RH1 peu sévere suivies dans

d’autres maternités de la région.
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Conclusion

Notre étude rétrospective sur 207 patientes présentant une allo-immunisation anti-
RH1 retrouve un titrage a risque d’anémie foetale sévére de 16 et un dosage seuil de 0,7
pg/ml (3,5 Ul/ml). En cas de discordance entre le titrage et les dosages pondéraux, il est
nécessaire d’adapter la surveillance. Il en est de méme, surtout au troisieme trimestre, si
le dosage en deux temps est supérieur au dosage en un temps. Les antécédents d’allo-
immunisation lors des grossesses précédentes, notamment I'antécédent de TIU et de MIU,
et I'association a I'anti-RH1 d’autres types d’anticorps apparaissent comme des facteurs
de risque de développer une allo-immunisation sévére nécessitant une surveillance accrue.

En perspective, il serait intéressant de réaliser un score d’anémie fcetale sévere en

fonction des différents facteurs de risque mis en évidence dans notre étude.
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Objectif : Définir un seuil d’anticorps maternels a risque d’anémie foetale sévére chez des patientes
suivies pour allo-immunisation anti-RH1.

Matériel et méthode : Nous avons réalisé une étude rétrospective chez les patientes suivies pour allo-
immunisation anti-RH1 au CHRU de Lille. Deux groupes ont été formés, le premier « anémie séveére »
correspondant aux patientes ayant recu une ou plusieurs transfusions in utéro (TIU) et celles ayant été
déclenchées avant 37 SA pour suspicion d’anémie foetale sévére. Le deuxiéme groupe « absence
d’'anémie sévére » correspondait aux patientes allo-immunisées sans intervention pendant la gros-
sesse en lien avec l'allo-immunisation. Les taux d’anticorps maternels anti-RH1 durant la grossesse et
avant transfusion ont été recueillis et comparés dans les deux groupes. Les sensibilités, spécificités,
valeurs prédictives positives et négatives pour le dépistage de 'anémie foetale sévére ont été calculées
pour les seuils de 0,7 et 1 yg/ml.

Résultats : Entre 2000 et 2018, 207 patientes ont été inclues, 135 dans le groupe anémie séveére, et
72 dans le groupe absence d’anémie sévere. La multiparité, 'antécédent d’allo-immunisation (mort in
utéro, TIU) ainsi que la présence d’anticorps associés a I'anti-RH1 étaient des facteurs de risque
d’'anémie sévere. Les taux d’anticorps dans le groupe anémie sévére étaient significativement supé-
rieurs a chaque trimestre. La médiane des dosages d’anticorps avant la premiére TIU ou déclenche-
ment dans le groupe anémie sévére était significativement plus élevé que le dosage maximal pendant
la grossesse dans le groupe absence d’anémie sévére. Aucune anémie sévere n’était observée pour
un titre inférieur a 16. Pour un seuil de 0.7 ug/ml on retrouvait une sensibilité a 98,21 %, avec 30,18%
de faux positifs et une spécificité a 28 %. Toutes les anémies séveres étaient dépistées au second tri-
mestre, deux cas d’anémie sévere n’étaient pas détectés au troisiéme trimestre. Pour un seuil de 1
pag/ml, la sensibilité était moindre a 95,54% avec 5 cas d’anémie sévere non détectés.

Conclusion : Le seuil de 0,7 pg/ml pour le dosage pondéral et le titrage a 16 permettent de cibler les
patientes nécessitant une surveillance par une équipe expérimentée en cas d’allo-immunisation anti-
RH1. En cas de discordance entre le titrage et le dosage pondéral, ou d’anticorps associés a I'anti
RH1, la surveillance doit étre accrue.
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